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(57) Abstract: The invention relates to silicon seals for measuring gas concentrations, to methods for producing these seals and to 
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ductive and can be implemented in microprobes. The inventive microprobes are particularly suited for conducting phytophysiological 
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(57) Zusanxmenfassung: Die Erfindung betrifft Silikon-Dichtungen zur Messung von Gaskonzentrationen, Verfahren zur Herstel- 
lung dieser Dichtungen und Verfahren zur Herstellung von Mikrosonden unter Verwendung dieser Dichtungen. Die Dichtungen 
weisen eine hohe Permeabilitat fur den Analyten auf, sind elektrisch isolierend und kQnnen in Mikrosonden realisiert werden. Die 
^ erfindungsgemassen Mikrosonden sind besonders geeignet fur phytophysiologische Messungen und konnen beispielsweise fiir die 
hoch auflSsende Messung von Gasen an einzelnen Stomata von Pflanzenblattern verwendet werden. 
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Pat entanmel dung 



Silikon-Dichtung fur Mikrosonden 



5 Der qualitative und quantitative Nachweis von Gasen sowie in 
Flussigkeiten gelosten Gasen und Ionen spielt in Wissenschaft 
und Technik eine groSe Rolle. Die derzeit realisierten Sonden 
und Sensoren erlauben die Bestimmung von Gasen, Ionen Oder 
aus gasformigen Stoffen gebildeten Ionen beispielsweise in 

10 Verbr ennungsanl agen , bei der Kontrolle von Abgasen und in 

zahlreichen biologischen Systemen. Dabei kommen verschiedene 
Messverf ahren fur die Substanzbestimmung zum Einsatz, wobei 
die Verwendung eines bestimmten Analyseverf ahrens von Charak- 
ter und voraussichtlicher Konzentration des zu bestimmenden 

15 Stoffes und dem Einsatz- bzw. Messort (Makro- oder Mikromafi- 
stab) abhangt . 

Zur Detektion geeignet sind solche physikalischen und / oder 
chemischen Eigenschaf ten des Analyten, die eindeutige Ruck- 
schlusse auf seine Natur zulassen und die sich proportional 

20 zu seiner Konzentration verandern. Zu den eingesetzten Mess- 
verfahren zahlen potentiometrische und amperometrische Ver- 
f ahren sowie Messungen von Leitf ahigkeit , Temperatur, Druck 
bzw. Partialdruck, Resonanzf requenz und magnetischer Suszep- 
tibilitat. Je nach Messanordnung und Natur des Analyten und 

25 der Messeinrichtung kann die Anderung der Eigenschaf ten des 
Analyten (Primarsubstanz) direkt bestimmt werden, oder der 
Analyt wird in eine Sekiindarsubstanz uberfuhrt, welche daim 
gemessen wird. Im letztgenannten Fall mussen Primar- und 
Sekundarsubstanz in einem def inierten mathematischen Verhalt- 

30 nis zueinander stehen. 

Um Analyten auch in Substanzgemischen bestinunen zu konnen, 
werden haufig Messapparaturen eingesetzt, bei denen der 
eigentliche Messbereich durch eine semipermeable Membran vom 
zu untersuchenden Gemisch getrennt ist. Im Idealfall kann 
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diese Membran nur von einem oder wenigen der zu analysieren- 
den Stoffe passiert werden. Diese Membran kann beispielsweise 
aus Glas, Kunststof f en / Polymeren oder metallischen Verbin- 
dungen bestehen. ,Silikonmembranen sind seit langem ira Einsatz 
5 in Messsonden fur Kohlendioxid und Sauerstoff . Der hohe 

elektrische Widerstand von Silikonen gewahrleistet bei Benut- 
zung- in leitenden Medien, dass das elektrische Potenzial der 
Messlosung nicht den Sensorstromkreis beeinflusst. 

10 

Beschreibung und Stand der Technlk 

Derzeit sind verschiedene Elektroden und Sensoren bekannt, 
mit denen gasformige Stoffe oder in Flussigkeit geloste Gase 

15 und Ionen bestimmt werden konnen. Dabei werden verschiedene 
chemische und physikalische Parameter genutzt, um die zu 
bestimmenden Analyten ggf . auch in Substanzgemischen zu 
identif izieren. Viele Messmethoden bedienen sich verschiede- 
ner Elektroden aus Edelmetallen und ihren Salzen. Das Salz 

2 0 kann dabei je nach Ausfiihrung der Elektrode in geloster oder 
fester Form vorliegen. Die Detektion des Analyten kann bei- 
spielsweise durch amperometrische oder potentiometrische 
Messung erfolgen. Nachteilig fur die Messung sehr kleiner 
oder sich rasch andernder Analytkonzentrationen sind die 

25 meist zu hohe Nachweisgrenze des Sensors, eine zu geringe 

Selektivitat fur einen bestimmten Analyten in einem Gemisch 
sowie der Zeitbedarf bis zum Erhalt des Messsignals. 
Allen Messanordnungen ist gemein, dass sich zwischen dem 
Messmedium und dem Detektionssystem eine semipermeable Mem- 

30 bran befindet, die nur fur den Analyten oder das Gemisch der 
zu analysierenden Substanzen durchlassig ist, um auf diese 
Weise die Selektivitat der Messung zu erhohen. 
Die DE 19921532 Al, DE 96402705 T2, DE 69031901 T2 , DE 
19914628 Al und WO 97/46853 beschreiben Sensoren, die Gase 
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amperometrisch, potentiometrisch Oder uber Partialdruck, 
Temperatur, elektrische und Warmeleitf ahigkeit bzw. Adsorpti- 
on bestimmen. Sauerstoff lasst sich nach DE 3541341 C2 durch 
Messung der 0 2 -abhangigen Anderung der magnet is chen Suszepti- 
5 bilitat messen. Die DE 19602861 C2 beschreibt einen Sauer- 
stoffsensor, der aus einer Dialysemembran, einer Silber- 
Silberchlorid-Anode und einer Kathode aus Silber oder Platin 
besteht. Die Membran wird aus einem Gel hergestellt, das 
sowohl ein Salz als auch ein Enzym enthalt. Im Gegensatz zur 
10 vorliegenden Erfindung handelt es sich nicht urn ein elekt- 
risch isolierendes Polymer. 

Es existieren zahlreiche Verof f entlichungen zur Messung von 
Ionen in biologischen Proben: Die DE 4013 665 C2 beschreibt 
Schwingquarzsensoren, deren Resonanzf reguenz von der Analyt- 

15 konzentration in der Probenf lussigkeit abhangt, wobei Storun- 
gen des Stof fwechsels biologischer Proben nicht auszuschlie- 
Sen sind. In DE 69415644 T2 ist eine chloridsensitive Elekt- 
rode mit einer Silikonmembran zur Messung von Chloridionen 
beschrieben. Eine Bakterien enthaltende Mikrosonde zur Be- 

20 stimmung von Nitrat ist in WO 99/45376 erlautert . Die DE 
3 813709 Al und DE 69514427 T2 beschreiben Elektroden zur 
Messung von Substanzen in Korperf lussigkeiten, die eine 
Polymerschicht mit aktiven Enzymen enthalten. In DE 10018750 
Al wird eine Elektrode beschrieben, die aus einer intrinsisch 

25 leitfahigen, polymeren Kontaktschicht und einer ionenselekti- 
ven Glasmembran bestehen. 

Alle genannten Elektroden und Sensoren sind jedoch nicht fur 
die Messung kleinster Konzentrat ionen oder Volumina in biolo- 
gischen Proben geeignet. 

30 

Das Messprinzip vieler Sensoren beruht auf einer stochio- 
metrischen Umsetzung eines Primaranalyten zu einem Sekundar- 
analyten. In vielen Fallen enthalt die Messanordnung einen 
Stromkreis, der auf die Konzentration bzw. Aktivitat des 
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Sekundaranalyten reagiert und ein von dessen Konzentration 
abhangiges Messsignal liefert. Bei potentiometrischen Sonden, 
die auf Grund der erf order lichen Messempf indlichkeit Messsig- 
nale in der GroSenordnung von 5 0 uV erkennen mussen, muss der 
5 Stromkreis des Sensors von der Probe elektrisch isoliert 
sein, damit das elektrische Potenzial der Probenf lussigkeit 
nicht das Messergebnis verfalscht. Vorteilhaft ist weiterhin, 
die Verdunnung des Sekundaranalyten durch Diffusion aus dem 
Sensor durch geeignete Membranen zu unterbinden. Silikone 
10 konnen chemisch so beschaffen sein, dass sie elektrisch 
isolierende und (gas- ) permeable Eigenschaf ten vereinen. 



Die bisher genannten Erf indungen weisen Membranen mit perme- 
15 ablen, aber nicht elektrisch isolierenden Eigenschaf ten auf. 
Dagegen beschreiben die DE 69519698 T2 hartbare Silikonzusam- 
mensetzungen fur Trennuberzuge, die jedoch nicht gaspermeabel 
sind, und in der DE 4118667 Al ist ein Ableitelement fur 
potentiometrische Messketten dargestellt, das aus gas- und 
20 f lussigkeitsdichten Silikonklebern und Vergussmassen herge- 
stellt wird. Bei den beiden letztgenannten Erf indungen ist 
die beschriebene Dichtung zwar elektrisch isolierend, aber 
nicht fur Analyten permeabel. 

25 Semipermeable Membranen in den bisher genannten Erfindungen 
konnen nicht zur dauerhaften elektrischen Isolierung einer 
Elektrolytlosung in Mikrokapillaren verwendet werden. Keine 
der aufgefiihrten Erfindungen vereint elektrisch isolierende 
mit semipermeablen Eigenschaf ten in einer Mikrosonde. Diese 

3 0 Kombination ist jedoch zwingend notwendig, urn mit hoch emp- 

findlichen potentiometrischen Mikrosonden kleinste Analytkon- 
zentrationen im MikromaSstab zu messen, ohne dabei das die 
Sonde umgebende System zu storen oder zu verandern. 
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Zur Erzielung mechanisch stabiler Silikondichtungen muss ein 
ausreichender Verne tzungsgrad der Silikonbestandteile gewahr- 
leistet sein. In der Elektronik sind Silikone ublich, deren 
Vernetzung bei Raumtemperatur in Anwesenheit von Luftfeuch- 
5 tigkeit ablauft (z.B. Dow Corning 8 RTV 3140). Deren Fliefifa- 
higkeit ist fur ein Eindringen in trockene Mikrokapillaren 
ausreichend. Es ist jedoch auf Grund der hohen Grenzf lachen- 
spannung zwischen Silikon- und wassriger Phase technisch sehr 
schwierig, innerhalb sehr enger Mikrokapillaren eine entspre- 

10 chende Grenzflache aufzubauen, da dies energetisch ungunstig 
ist. Die wassrige Phase muss von innen mit Hilfe noch engerer 
Fullkapillaren direkt an die Dichtung gespritzt werden. 
Allein zum AusstoSen des Wassers aus den Fullkapillaren ist 
ein hoher Injektionsdruck erforderlich. Der Energieauf wand 

15 steigt noch durch die aufzubauende hohe Grenzf lachenspannung. 
Entsprechend dem energetisch gunstigeren Zustand verbleibt 
oft Luft zwischen hydrophober und wassriger Phase. 
Ein anderer technischer Ansatz besteht darin, die Phasengren- 
ze bereits an der Offnung der Mikrokapillare aufzubauen, 

2 0 indem eine bereits mit Wasser gefullte Mikrokapillare in ein 
geeignetes Silikonol getaucht wird und im Inneren der Kapil- 
lare ein Unterdruck erzeugt wird. Nach dem bisherigen Stand 
der Technik sind allerdings keine bei Raumtemperatur vernet- 
zenden Silikonf ormulierungen bekannt, deren FlieSf ahigkeit 

25 fur eine ausreichende Zeitspanne groS genug ist, dass das 
Einsaugen in sehr feine wassergef ullte Mikrokapillaren ge- 
lingt. Eine Gas-Mikrosonde mit Silikondichtung, basierend auf 
einem handel sub lichen Silikonelastomer, wurde bereits von 
Hanstein et al . publiziert {S. Hanstein, D. de Beer and H. 

30 Felle, Sensors and Actuators 2001 f B81, 107-114) . Die dort 

vorgestellte Sonde besitzt eine Dichtung aus Silikonmasse fur 
Dispersionsuberzuge # die in einem einstufigen Prozess herge- 
stellt wurde. Gegenuber der hier vorliegenden erf indungsgema- 
Sen Silikondichtung und dem erf indungsgemafcen Herstellungs- 
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verfahren ist die bereits publizierte Dichtung unvorteilhaf t , 
derm die Vernetzungsreaktion der verwendeten Silikonmischung 
setzt bereits bei Kontakt mit der wassrigen Phase ein und 
erhoht somit die Viskositat des Silikons derart, dass nur 
5 hochstens eine von vier Sensorspitzen erfolgreich abgedichtet 
werden kann. Eine weitere Miniaturisierung der Sonde ist mit 
dem bereits publizierten Verfahren unmoglich. 

Das erf indungsgema&e zweistufige Herstellungsverf ahren fur 
10 Silikondichtungen zeichnet sich gegenuber dem Stand der 

Technik dadurch aus, dass sie das Einziehen der Phasengrenze 
zwischen wassriger und hydrophober Phase in engen Mikrokapil- 
laren entscheidend erleichtert bzw. bei sehr engen Mikroka- 
pillaren erst ermoglicht . Bei dem erf indungsgema£en Herstel- 
15 lungsverf ahren wird ein zu schnelles Auspolymerisieren der 
fliissigen Silikonmasse vermieden. Die Lange der in der Son- 
denspitze bef indlichen Silikonphase lasst sich bei Bedarf 
nachtraglich noch verringern. Entscheidende Vorteile des 
erf indungsgema£en Herstellungsverf ahrens liegen darin begrun- 

2 0 det, dass es mit einem gegenuber dem Stand der Technik deut- 

lich verminderten Fertigungsausschuss verbunden ist. Des 
weiteren weist die erf indxingsgema&e Dichtung dadurch eine 
hohere Messempf indlichkeit auf , dass eine geringe Dicke der 
Silikondichtung effizienter erzielt werden kann. Die erhohte 
25 Messempf indlichkeit bedingt bei niedrigeren Analytkonzentra- 
tionen besser reproduzierbare Messergebnisse . Die erfindungs- 
gemafie neuartige Silikondichtung erfullt die Voraussetzungen, 
dass der interne Stromkreis des Sensors elektrisch von der 
Analysef lussigkeit bzw. dem Analyseobjekt isoliert wird und 

3 0 gleichzeitig eine hohe Permeabilitat fur die zu analysierende 

Substanz gewahrleistet ist. 
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Aufgabe der Erfindung ist es, Dichtungen fur Mikrosonden 
bereitzustellen, wobei diese Diclitungen die bekannten 
Nachteile des Standes der Technik ausschalten. Diese Aufgabe 
wird erf indungsgemafi gelost durch Dichtungen, die eine hohe 
5 Permeabilitat fur den zu messenden Analyten aufweisen, elekt- 
risch isolierende Eigenschaf ten aufweisen und in Mikrosonden 
realisiert werden konnen. Bevorzugt bestehen diese Dichtungen 
aus einem nicht vemetzenden Silikon geringer Viskositat und 
einem vernetzenden Silikon. 

10 

Die erfindungsgemaSe Dichtung findet Anwendung in Mikroson- 
den, mit deren Hilfe Substanzen im MikromaSstab analysiert 
werden konnen, die durch das jeweilige Silikon permeieren 
konnen. Die Erfindung gestattet die Konstruktion sehr klei- 
15 ner # hoch empf indlicher und selektiver Sensoren, welche den 
Stoffwechsel biologischer Proben nicht beeintrachtigen oder 
verandern. Sie ist geeignet fur Mikrosonden, die im zellbio- 
logischen Bereich zum Einsatz kommen, z.B. zur Messung der 
Konzentration von CO z und 0 2 als Steuergrofien des zellularen 

2 0 Energies toffwechsels und der zellularen Stof f auf nahme oder 

zur Messung der Bildung von C0 2 und NH 3 in Inf ektionsherden 
an Wirtszellen oder an mikrobiellen Pathogenen. 
Durch Dotieren des Elektrolyten hinter der Silikondichtung 
mit einem geeigneten Enzym ist es moglich, einen bestimmten 
25 Primaranalyten aus einer biologischen Probe selektiv zu einem 
Sekundaranalyten umzusetzen. Bei Verwendung der erf indungsge- 
maEen Silikondichtiing in einer Sonde in Kombination mit der 
Enzymdotierung des Elektrolyten und einer geeigneten Mess- 
elektrode ist es moglich, den Sekvmdaranalyten amperometrisch 

3 0 oder potent iometrisch zu messen. 

Konstruktionsbedingt eignet sich die Dichtung besonders fur 
Sonden, mit denen beispielsweise Kohlendioxid an einzelnen 
Stomata (Spaltof f nungen) von Pf lanzenblattern als Steuergrofie 
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von Of fiiungs- und SchlieSbewegungen der Stomata gemessen 
we r den kann. 

Eine weitere Aufgabe der Erfindung ist es, ein Verfahren zur 
5 Herstellung von Dichtungen bereitzustellen, die fur Analyten 
permeabel, elektrisch isolierend und in Mikrosonden reali- 
sierbar sind. 

Diese Aufgabe wird erfindungsgema.fi gelost durch ein Verfah- 
ren, eine Silikondichtung in zwei Stufen herzustellen. Dabei 

10 wird im ersten Schritt ein nicht vernetzendes Silikonol rait 
niedriger Viskositat in die Spitze einer Mikrosonde einge- 
bracht. Die niedrige Viskositat erlaubt ein Einsaugen durch 
feine Sondenspitzen, beispielsweise durch 2 jam enge Glas- 
Mikropipetten. Das Einsaugen geschieht mit Hilfe eines Adap- 

15 ters. Im zweiten Schritt wird dieses nicht vernetzende Sili- 
konol mit einem vernetzenden Silikon in Kontakt gebracht, so 
dass die Vernetzung erst dann eintritt, wenn sich das Silikon 
in der korrekten Position innerhalb der Sondenspitze befin- 
det. Die niedrige Viskositat des nicht vernetzenden Silikon - 

20 61s ist Voraussetzung fur die Platzierbarkeit des Gemisches 
aus beiden Silikonolen innerhalb der Spitze der Glas- 
Mikropipette. Die Vermischung der beiden Silikondle im Mikro- 
Mafistab wird durch die Dif fusionsbewegung der Silikonmolekule 
geleistet - 

25 

Eine weitere Aufgabe der Erfindung ist es, ein Verfahren zur 
Herstellung einer Mikrosonde unter Verwendung der erf indungs- 
gemaSen Dichtung bereitzustellen. Dieses Verfahren wird 
erf indungsgemafi gelost, indem zunachst (wie oben beschrieben) 
30 eine erf indungsgemaSe Dichtung in einer Glas-Mikropipette 
hergestellt wird. Unmittelbar danach wird von hinten eine 
enzymhaltige Losung in die erste Glas-Mikropipette einge- 
bracht; anschliefiend hartet die frisch hergestellte Dichtung 
aus. Danach wird eine zweite Glas-Mikropipette mit einer 

' '71 
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Losung aus einem Protonen-sensitiven Cocktail und PVC in THF 
befullt. Durch Verdampfen des Losungsmittels THF bildet sich 
ein festes PVC-Gel. Das feste PVC-Gel wird zunachst mit 
unverdunntem Protonen-sensitivem Cocktail und dann mit einem 
5 Referenzpuf fer uberschichtet . Zuletzt wird eine Arbeitselekt- 
rode eingesetzt. Die erste Glas-Mikropipette mit der erfin- 
dungsgemafien Silikondichtung wird mit einer Elektrode be- 
stuckt (Ref erenzelektrode) , die in die Enzymldsung hinein 
ragt. Danach wird die wie beschrieben vorbereitete zweite 
10 Glas-Mikropipette so in die Spitze der erste Glas- 
Mikropipette geschoben r dass die zweite, innere Mikropipette 
an ihrem dieser Spitze abgewandten Ende urn etwa 2,5 cm uber 
die erste, aufiere Mikropipette hinausragt. Die beiden Mikro- 
pipetten werden mit einem Kleber aneinander befestigt. Das 
15 herausragende Ende der zweiten Glas-Mikropipette wird mit 
einem konventionellen Elektrodenhalter verbunden. 

Der Stand der Technik kennt zahlreiche Verfahren, urn permeab- 
le Membranen, Dichtungen und Isolatorschichten aus silikon- 
haltigem Material herzustellen. Die dem Fachmann bekannten 
Verfahren sind jedoch nicht geeignet, eine wassrige Phase 
elektrisch dichtend innerhalb einer Mikrosonde zu uberschich- 
ten, deren Spitzendurchmesser in der Grofienordnung von 2 \im 
oder damnter liegt. 

Die erf indungsgemaSe Dichtung zeichnet sich dadurch aus, dass 
sie den zu bestimmenden Analyten einerseits elektrisch iso- 
lieren, andererseits jedoch eine hohe Permeabilitat fur 
diesen Analyten aufweisen, so dass der Analyt rasch durch die 
Membran hindurch zum eigentlichen Messbereich einer die 
Dichtung enthaltenden Sonde gelangen kann. 

Zur Herstellung von erf indungsgemaBen Silikondichtungen nach 
dem erf indungsgemaSen Verfahren wird ein nicht vernetzendes 
Silikonol 1 in die Behalter-Kapillare 6 eingefullt (siehe 
Fig. 1) und diese waagerecht unter dem Objektiv 2 eines 

/ 



20 



25 



30 
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Mikroskops montiert. Die abzudichtende Glas-Mikropipette 4 
wird mit destilliertem Wasser 3 gefullt und in die Kapillare 
6 eingefuhrt. Am anderen Ende des Glases 5 wird der Adapter- 
kopf 12 aufgesetzt (siehe Fig. 3), an dessen Ende sich eine 50 
5 ml-Spritze 17 befindet. Die Gummidichtung 11 wird mit Hilfe 
der Dichtungsschraube 12 am Ende 5 der Glas-Mikropipette 
befestigt. Anschlie&end wird die Adapt ervorrichtung am Me- 
tallrohr 13 in einem Mikromanipulator eingespannt. Das Me- 
tallrohr 13 ist uber einen Kunststof f schlauch 14 und einen 

10 Dreiwegehahn 15 mit einer 50 ml Spritze 17 mit Luerlock- 

Anschluss verbunden. Durch Schliefien des Dreiwegehahns 15 und 
Kolbenhub der Spritze 17 wird ein Unterdruck erzeugt und 
unter mikroskopischer Kontrolle nicht vernetzendes Silikon 1 
in die Glas-Mikropipette 4 eingesaugt . Da die Grenzf lachen- 

15 spannung zwischen Silikonphase und wassriger Phase in der 
Spitze 4 uberwunden werden muss, geschieht dies ruckartig. 
Dabei wird die notwendige scharfe Phasengrenze ohne Ausbuch- 
tungen nur dann erzielt, wenn die wassrige Phase proteinfrei 
ist. Uberschussiges Silikon wird in zwei Schritten aus der 

2 0 Spitze herausgedruckt : Zuerst wird der Sprit zenkolben so weit 

gesenkt, bis der Stopfen maximal funf Mai so lang ist, wie er 
in der endgiiltigen Dichtung sein soil. Anschliefiend werden 
Glas-Mikropipette 4, Adapter und Spritze aus der Behalter- 
Kapillare 6 entfernt. Die Verkurzung des Stopfens auf die 
25 endgultige Lange der Dichtung wird durch Senken des Spritzen- 
kolbens vorgenommen, wobei uberschussiges 1 ablauft. Alterna- 
tiv zu dem hier beschriebenen Einsaugverf ahren kann durch 
Zusatz oberf lachenaktiver Substanzen (z.B. nichtionische 
Tenside) zum Wasser die Grenzf lachenspannung zwischen Wasser 

3 0 und Silikon herabgesetzt werden, so dass ein uberschussf reies 

Einsaugen des Silikons in die Spitze moglich ist. 
Das vernetzende Silikonol 8 wird auf den Halter 7 aufgetragen 
und in Kontakt mit der Glas-Mikropipette 4 gebracht, die mit 
nicht vernetzendem Silikonol befullt ist (siehe Fig. 2) . Der 
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Halter mit 8 wird auf die Spitze 4 zugefuhrt, und 8 wirkt 
zwei Mai vorzugsweise 45 Sekunden auf das nicht vernetzende 
Silikonol 3 ein. Die Unterbrechung der Einwirkung verhindert 
die Haftung des vernetzenden Silikonols an der AuJSenseite der 
5 Glas-Mikropipette bzw. das Her aus Ziehen des nicht vernetzen- 
den Silikonols beim Entfernen des Tropfens aus vernetzendem 
Silikonol. Die Glas-Mikropipette darf nicht weiter als 10 yucci 
in das vernetzende Silikonol hinein ragen, da sonst der 
Sondendurchmesser durch auSen anhaftendes vernetzendes Sili- 

10 konol erhoht wird. Nach Herausziehen der Glas-Mikropipette 4 
aus dem nicht vernetzenden Silikon 8 wird die Fullkapillare 9 
mit enzymhaltigem Elektrolyt 18 von hinten in die Glas- 
Mikropipette 4 eingebracht. Anschliefcend hartet die Dichtung 
fur etwa 2-6 Stunden bei Raumt emperatur aus. Alternativ kann 

15 das Aus hart en auch bei 40-80 °C in Anwesenheit von Feuchtig- 
keit erfolgen, was den Ausharteprozess um einige Stunden 
beschleunigt . Besonders bevorzugt sind Aushartezeiten von 4 
Stunden bei Raumt emperatur bzw. 1 Stunde bei etwa 60 °C und 
feuchter Warme . 

20 

Das Enzym 18 in der Fullkapillare 9 dient dazu, einen Prima - 
ranalyten quantitativ und stochiometrisch in einen Sekundara- 
nalyten umzusetzen, welcher anschliefiend gemessen wird. Ein 
besonders geeignetes Enzym ist beispielsweise Carboanhydrase 
25 (CO z ) . 

Das Enzym kann mit geeigneten Oxidationsschutzmitteln stabi- 
lisiert werden. Geeignete Oxidationsschutzmittel sind bei- 
spielsweise Ascorbinsaure, Glutathion, Rosmarinsaure, Benzoe- 
saure , Catechine . 
3 0 Als Transducer zur Messung der Konzentration von Primar- oder 
Sekundaranalyt hinter der Silikondichtung kommen potentiomet- 
rische (pH, NH4 + ) oder amperometrische Mikrosonden zum Ein- 
satz (vgl. S. Hanstein, D. de Beer and H. Felle, Sensors and 
Actuators 2001, B81, 107-114) . Sie werden von dem Ende her, 
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das nicht rait der Dichtung versehen ist, in die Glas- 
Mikropipette 4 geschoben. 

5 Die erf indungsgemafie Mikrosonde zeichnet sich dadurch aus, 

dass sie die Vorteile der erf indungsgemaBen Dichtung in einer 
Anordnung realisiert, die so klein ist, dass sie fur die 
Messung kleinster Analytmengen und / oder fur Messungen auf 
kleinstem Raum verwendet werden kann. 
10 Die Herstellung der erf indungsgema£en Mikrosonde ist eine 

technische Weiterentwicklung einer in der Literatur beschrie- 
benen Mikrosonde (vgl. S. Hanstein, D. de Beer and H. Felle, 
Sensors and Actuators 2001, B81, 107-114) . 

Zur Herstellung von erf indungsgemaSen Mikrosonden wird zu- 

15 nachst eine erf indungsgema&e Dichtung wie beschrieben herge- 
stellt. AnschlieSend wird ein Protonen-sensitiver Cocktail in 
PVC / THF gelost und in eine zweite Glas-Mikropipette (23) 
eingefullt. Nach Verdampfen des Losungsmittels bildet sich 
ein festes PVC-Gel. Das feste PVC-Gel wird zunachst mit 

20 unverdunntem Protonen-sensitivem Cocktail 24 und dann mit 
einem geeigneten Ref erenzpuf f er uberschichtet . Die zweite 
Glas-Mikropipette 23, der Protonen- sensitive Cocktail 24 und 
der Ref erenzpuf fer bilden gemeinsam mit einer einzubauenden 
Arbeitselektrode die pH-sensitive Mikroelektrode 20. Vorteil- 

25 haft wird hierfur ein konventioneller Elektrodenhalter ver- 
wendet, in den eine Elektrode integriert ist und der es 
gestattet, die pH-sensitive Mikroelektrode mit einer weiteren 
Elektrode zu verbinden. Die in den Elektrodenhalter integ- 
rierte Elektrode enthalt ein Metall und dessen Salz, bevor- 

30 zugt ein Edelmetall und ein Edelmetallsalz . 

In die erste Glas-Mikropipette 4 wird eine Ref erenzelektrode 
21 geschoben. Danach wird die pH-sensitive Mikroelektrode 20 
in die erste Glas-Mikropipette 4 geschoben und so nahe wie 
moglich an der Silikondichtung 22 platziert, etwa 20 ]im von 
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der Spitzenof fnung entfernt. Die beiden Glas-Mikropipetten 
werden sofort mit Kleber 19 aneinander befestigt, wobei etwa 
2,5 cm des der Dichtung abwandten Endes der pH-sensitiven 
Mikroelektrode 20 frei bleiben. Dieses Ende 25 wird in einen 
5 konventionellen Elektrodenhalter eingef uhrt . 



Ausfuhrungsbeispiele 

10 1. Verfahren zur Herstellung der Dichtung 

Als nicht vernetzendes Silikonol wurde Dow Corning Produkt 
200 (R) Fluid mit einer Viskositat von 0,1 Stokes (25 °C) und 
einer Aktivitat von 100 % eingesetzt. Die verwendete Behal- 
15 terkapillare hatte einen Innendurchmesser von 2 mm. Die 

abzudichtende Glas-Mikropipette wurde vor Herstellung der 
Dichtung mit 1 ]im sterilem destilliertem Wasser gefullt. Als 
vernetzendes Silikonol diente Dow Corning Produkt (R) 134 0 
RTV Coating. 

20 Alternativ konnen als vernetzendes Silikonol auch Gemische 
aus einem Silanol mit einer Viskositat von 50-12 0 cSt, z.B. 
Dow Corning Produkt DC 2-1273, oder einem Silanol mit einer 
Viskositat von 2.000 cSt, z.B. Dow Corning Produkt DC 3-0133 , 
jeweils gemischt mit 5-10 Gew.-% Methyltrimethoxysiloxan, 

25 eingesetzt werden. 

2 . Verfahren zur Benutzung der Dichtung in einer Mikrosonde 
und Herstellung der Mikrosonde 

3 0 Die Dichtung und die Mikrosonde werden wie oben beschrieben 
hergestellt. Glas-Mikropipette 4 und Fullkapillare mit Enzym- 
elektrolyt 9 bestehen aus Glas, vorzugsweise Borosilikatglas 
(z.B. von Fa. Hilgenberg GmbH, Malsdorf, Deutschland) und 

werden vor Herstellung der Dichtung mit einer Losung von 0,2% 

-■ * " ? 
; / 
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Tributylchlorsilan in Chloroform nach dem Fachmann bekannten 
Verfahren silanisiert. 

Urn die Dichtung in einem Sensor zur C0 2 -Messung zu verwenden, 
wird in die Fullkapillare 9 eine Carboanhydrase-Losung einge- 
5 fullt. Hierzu werden zunachst eine 1%-ige Stocklosung von 
Chloramphenicol in Ethanol und eine Puf f erlosung aus 1 tnM 
NaHC0 3 und 100 mM NaCl (pH 8,3) hergestellt . Die Enzymlosung 
wird anschliefiend aus 0,4 ml der beschriebenen NaHC0 3 - 
Puf f erlosung, 3 mg lyophilisierter Carboanhydrase und 2 y.1 
10 Chloramphenicol -Stocklosung angesetzt und sofort fiir die 

Befullung der Fullkapillare verwendet . Die Carboanhydraselo- 
sung wurde vor dem Einfiillen mit einem Oxidationsmittel 
stabilisiert, bevorzugt mit 5 mM Ascorbinsaure. 

15 Urn die Dichtung in einem C0 2 -Mikrosensor zu verwenden, wird 
eine weitere Glas-Mikropipette (AuSendurchmesser 1 mm, Innen- 
durchmesser 0,6 mm) aus Borosilikatglas wie oben beschrieben 
silanisiert. Ein dem Fachmann bekannter Protonen-sensitiver 
hydrophober Cocktail, bevorzugt Fluka Produkt #95297, Hydro- 

20 gen ionophore II-Cocktail A, Selectophore®, wird in einem 
Gemisch aus 40 mg PVC / ml THF im Verhaltnis 30:70 (V/V) 
gelost. Diese (hydrophobe) Losung wird mit Hilfe einer Full- 
kapillare von hinten in die zweite Glas-Mikropipette einge- 
fullt. Durch die Verwendung einer silanisierten Glas- 

25 Mikropipette sammelt sich die (hydrophobe) Losung in der 

Spitze der Glas-Mikropipette, ohne aus dieser hinauszulauf en. 
Das THF wird im Vakuum abgezogen, wodurch sich ein festes 
PVC-Gel bildet. Das feste PVC-Gel wird zunachst mit unver- 
dunntem Protonen-sensitivem Cocktail uberschichtet , anschlie- 

30 fiend mit Ref erenzpuf f er . Ref erenzpuf f er : 100 mM 2- [N- 

Morpholino-] ethansulfonsaure wird mit einer Losung von 100 mM 
Tris (hydroxymethyl) -aminomethan auf pH 8,3 eingestellt, dann 
werden 100 mM KC1 hinzugef ugt . 
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Als Ref erenzelektrode (Einbau in die erste Glas-Mikropipette) 
wird eine Silber-Silberchlorid-Elektrode verwendet . Herstel- 
lung: Ca. 1 mm der Tef lonbeschichtung eines Teflon- 
beschichteten Silberdrahtes werden abgelost und die blanke 
5 Silberspitze 3 Minuten bei 3 00 in einer 3M KCl-L6sung 
chloridiert . 

Der Zusammenbau erfolgte wie beschrieben. Die beiden Glas- 
Mikropipetten werden sofort mit Kleber, vorzugsweise einem 
handelsublichen Cyanacrylatkleber (z.B. Tesa® Sekundenkleber , 

10 Beiersdorf AG, Hamburg, Deutschland) aneinander befestigt. 
Das freie, der Silikondichtung abgewandte Ende der zweiten 
Glas-Mikropipette wird anschlieSend in einen konventionellen 
Elektrodenhalter eingefuhrt. Dieser Elektrodenhalter enthalt 
ein in Kunststoff gefasstes Ag-AgCl-Plattchen, das als Refe- 

15 renzelektrode dient. 

Derjenige Bereich der aufieren Glas-Mikropipette, in dem sich 
die chloridierte Spitze der Silberelektrode befindet, wird 
mit einem 5 mm breiten Ring aus Acrylfarbe versehen, da das 
2 0 elektrische Potential an der Ag/AgCl-Elektrode lichtsensitiv 
ist. 
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Bezugszeichenliste 

Im Folgenden sind 5 Zeichnungen aufgefuhrt- 



5 1. nicht vernetzendes Silikon 

2. Objektiv des Mikroskops 

3 . destilliertes Wasser 

4. erste Glas-Mikropipette (auSere Pipette) 

5. Stelle zum Ansetzen des Adapters 
10 6. Behalter-Kapillare 

7 . Halter 

8. vernetzendes Silikon 

9. Fullkapillare mit Enzymelektrolyt 

10 . Dichtungsschraube 
15 11. Gummidichtung 

12 . Adapterkopf 

13 . Metallrohr zum Einspannen des Adapters in Mikr ©manipula- 
tor 

14. Kunststof f schlauch (nur Anfang und Ende eingezeichnet) 
2 0 15. Dreiwegehahn 

16 . Luerlock-Anschluss 

17. Spritze (50 ml) 

18 . Enzymelektrolyt 

19. Kleber 

25 20. pH-sensitive Mikroelektrode 

21. Ref erenzelektrode 

22. Silikondichtung 

23. zweite Glas-Mikropipette (innere Pipette) 

24. Protonen-sensitiver Cocktail 

30 25. Stelle zum Ansetzen des Elektrodenhalters. 
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Figure 1 : 

Schematische Darstellung der Einbringung des nicht vernetzen- 
den Silikonols (1) in die Glas-Mikropipette (4) unter mikro- 
skopischer Kontrolle (2) . Die Spitze der Glas-Mikropipette 
5 (4) ist mit destilliertem Wasser (3) gefullt. Der Adapter 
wird am hinteren Ende (5) der Kapillare aufgesetzt. Die 
wassergefullte Glas-Mikropipette wird in die Kapillare (6) 
mit dem Silikonol (1) eingefuhrt. Durch Kolbenhub der Adap- 
terspritze (s. Fig. 3) wird ein Unterdruck erzeugt und Sili- 
10 konol (1) in die Glas-Mikropipette (4) gesaugt. 

Figure 2 : 

Schematische Darstellung des Einbringens des vernetzenden 
Silikonols (8) . Das vernetzende Silikonol (8) wird auf den 
15 Halter (7) aufgetragen und mit der Glas-Mikropipette (4) in 
Kontakt gebracht . Nach Herausziehen der Glas-Mikropipette (4) 
aus dem nicht vernetzenden Silikonol (8) wird die Fullkapil- 
lare mit enzymhaltigem Elektrolyt (9) von hinten in die Glas- 
Mikropipette (4) eingebracht. 

20 

Figure 3 : 

Darstellung im Querschnitt: Adapter zum Einsaugen von nicht 
vernetzendem Silikonol (1) in die Spitze einer Glas- 
Mikropipette (4) . Der Adapter besteht aus Dichtungsschraube 
25 (10) , Gummidichtung (11) , Adapterkopf (12) , einem Metallrohr 
(13) zum Einspannen des Adapters in den Mikromanipulator und 
einem Kunststof f schlauch (14) . 

Figure 4 : 

30 Schematische Darstellung der fertigen Mikrosonde : Die Mikro- 
sonde besteht aus zwei konzentrischen, ineinander geschobenen 
Glas-Mikropipetten (4 und 23) , die mit einem Kleber (19) 
aneinander befestigt sind. Die innere Glas-Mikropipette (23) 
enthalt einen mit Ref erenzpuf f er uberschichteten Protonen- 
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sensitiven Cocktail (24) . Innere Glas-Mikropipette, mit 
Referenzpuf fer uberschichteter Protonen-sensitiver Cocktail 
und Arbeitselektrode bilden gemeinsam die pH- sensitive Mikro- 
elektrode (20) . Dabei wird als Arbeitselektrode bevorzugt 
5 eine solche Elektrode verwendet, die in einen konventionellen 
Elektrodenlialter integriert ist. Die pH-sensitive Mikroelekt- 
rode (20) wird in der Spitze der au£eren Glas-Mikropipette 

(4) positioniert. Die Spitze der pH-sensitiven Mikroelektrode 

(20) befindet sich dabei etwa 20 yim hinter der Spitze der 
10 aufieren Glas-Mikropipette (4), die mit einer nach dem erfin- 

dungsgemafcen Verfahren hergestellten Silikondiclitung (22) 
verschlossen ist. Der Raum zwischen aufierer Glas-Mikropipette 

(4) und pH-sensitiver Mikroelektrode (20) ist mit einer 

Enzymlosung (18) gefullt. Eine Ref erenzelektrode (21) verbin- 
15 det die Enzymlosung mit der Erdung. Das hintere Ende (25) der 

pH-sensitiven Mikroelektrode wird mit einem konventionellen 

Elektrodenlialter verbunden. 

Figure 5 : 

20 Schematische Darstellung der Spitze der fertigen Mikrosonde: 
In der Spitze der aufieren, ersten Glas-Mikropipette (4) 
befindet sich die nach dem erf indungsgemaSen Verfahren herge- 
stellte Silikondichtung (22). Der Raum hinter dieser Silikon- 
dichtung (22) ist mit Enzyme lekt'rolyt (18) gefullt. Die 

25 Spitze der zweiten Glas-Mikropipette (23) wird in die Spitze 
der ersten Glas-Mikropipette (4) geschoben. In der Spitze der 
zweiten Glas-Mikropipette (23) befindet sich ein Protonen- 
selektiver Cocktail (24) . 
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Patentanspruche 



1. Dichtung fur Sonden zur Messung von Gaskonzentrationen, 
dadurch gekennzeichnet , dass sie aus einer Mischung* von 

5 Silikon-Polymeren besteht, die permeabel fur Gasmolekule 

ist. 

2 . Verf ahren zur Herstellung einer Dichtung innerhalb einer 
Glas-Mikropipette, vorzugsweise in der Spitze einer Glas- 

10 Mikropipette, im Besonderen einer Silikondichtung fur 

Mikrosonden zur Messung von Gaskonzentrationen, gekenn- 
zeichnet durch folgende Schritte: 

1. Einsaugen eines nicht vernetzenden Silikonols in 
eine f lussigkeitsgefullte, bevorzugt mit Wasser ge- 

15 fiillte Glas-Mikropipette. 

2. Herausdrucken uberschussigen nicht vernetzenden Si- 
likonols. 

3. Eintauchen der Spitze der Glas-Mikropipette in ei- 
nen Tropfen vernetzenden Silikonols 

20 4. Spitze der Glas-Mikropipette fur mindestens 5 Se- 

kunden im vernetzenden Silikonol belassen. 

5. Glas-Mikropipette aus dent vernetzenden Silikonol 
herausziehen . 

6. Schritte 3 bis 5 bis zum Erreichen des gewunschten 
25 Vernetzungsgrades wiederholen. 

7. Ausharten der Silikondichtung. 

3 . Verfahren zur Herstellung einer Dichtung fur Mikrosonden, 
bevorzugt einer Silikondichtung fur Mikrosonden zur Mes- 
3 0 sung von Gaskonzentrationen, gemaS Anspruch 2, dadurch 

gekennzeichnet, dass die Glas-Mikropipette aus Borosili- 
kat, Aluminiums ilikat oder Quarzglas besteht. 
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4 . Verf ahren zur Herstellung einer Dichtung fur Mikrosonden, 
bevorzugt eine Silikondichtung fur Mikrosonden zur Mes- 
sung von Gaskonzentrationen, gemaS Anspruch 2 und 3 f da- 
durch gekennzeichnet , dass die Dichtung einen Innendurch- 
5 messer kleiner oder gleich 12 \im, bevorzugt zwischen 0,5 

Vim und 2 vim, ganz besonders bevorzugt zwischen 1,75 und 2 
p.m besitzt. 



5. Verf ahren zur Herstellung einer Dichtung fur Mikrosonden, 
bevorzugt eine Silikondichtung fur Mikrosonden zur Mes- 
sung von Gaskonzentrationen, gema£ einem der Ansprtiche 2 
bis 4, dadurch gekennzeichnet, dass die Dichtung eine 
Lange kleiner oder gleich 50 ]im t bevorzugt zwischen 5 pm 
und 2 0 um, ganz besonders bevorzugt zwischen 8 iim und 12 
\im besitzt. 



6. Verf ahren zur Herstellung einer Dichtung fur Mikrosonden, 
bevorzugt einer Silikondichtung fur Mikrosonden zur Mes- 
sung von Gaskonzentrationen, gemafi einem der Anspruche 2 
bis 5, dadurch gekennzeichnet, dass das verwendete Sili- 
kon elektrische Isolatoreigenschaf ten besitzt. 



7. Verf ahren zur Herstellung einer Dichtung fur Mikrosonden, 
bevorzugt einer Silikondichtung fur Mikrosonden zur Mes- 
sung von Gaskonzentrationen, gemaS einem der Anspruche 2 
bis 6, dadurch gekennzeichnet, dass die Spitze der Glas- 
Mikropipette einen Innendurchmesser kleiner oder gleich 4 
lim besitzt. 



8. Verf ahren zur Herstellung einer Dichtung fur Mikrosonden, 
bevorzugt einer Silikondichtung fur Mikrosonden zur Mes- 
sung von Gaskonzentrationen, gemafi Anspruch 7, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Glas-Mikropipette vor dem 
Einsaugen des nicht vernetzenden Silikonols mit Wasser 
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befullt wird, dem eine oberf lachenaktive Substanz, bevor- 
zugt ein nichtionisches Tensid, zugesetzt wurde und dass 
im Falle des Zusetzens der oberf lachenaktiven Substanz 
das Herausdrucken uberschussigen nicht vernetzenden Sili- 
5 konols gemafi den Verf ahrensschritten 2 und 3 nach An- 

spruch 2 entfallt. 

9. Verfahren zur Herstellung einer Dichtung fur Mikrosonden, 
bevorzugt einer Silikondichtung fur Mikrosonden zur Mes- 

10 sung von Gaskonzentrationen, gema£ einem der Anspruche 2 

bis 8, dadurch gekennzeichnet , dass die Glas-Mikropipette 
vor Herstellung der Dichtung silanisiert wird. 

10. Verfahren zur Herstellung einer Dichtung fur Mikrosonden, 
15 bevorzugt einer Silikondichtung fur Mikrosonden zur Mes- 

sung von Gaskonzentrationen, gemaS einem der Anspruche 2 
bis 9, dadurch gekennzeichnet, dass es sich bei dem nicht 
vernetzenden Silikonol um ein nicht vernetzendes Silikon- 
61 mit Trimethyl-Siloxy-Endgruppen handelt, bevorzugt um 

20 ein nicht vernetzendes Polydimethylsiloxan mit Trimethyl- 

Siloxy-Endgruppen, besonders bevorzugt um ein nicht ver- 
netzendes Polydimethylsiloxan mit Trimethyl-Siloxy- 
Endgruppen und einer Viskositat zwischen 0,02 urid 0,5 
Stokes, ganz besonders bevorzugt um ein nicht vernetzen- 

25 des Polydimethylsiloxan mit Trimethyl-Siloxy-Endgruppen 

und einer Viskositat zwischen 0,05 und 0,1 Stokes. 

11. Verfahren zur Herstellung einer Dichtung fur Mikrosonden, 
bevorzugt einer Silikondichtung fur Mikrosonden zur Mes- 

30 sung von Gaskonzentrationen, getnafi einem der Anspruche 2 

bis 10, dadurch gekennzeichnet, dass es sich bei dem ver- 
netzenden Silikon um ein Gemisch aus Dimethylsiloxan mit 
endstandigen Hydoxylgruppen und Trimethylsiloxan sowie 
einem Vernetzer handelt, bevorzugt um ein vernetzendes 
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RTV-Silikonolgemisch aus Dimethyl siloxan mit endstandigen 
Hydoxylgruppen und Trimethylsiloxan sowie einem Vernet- 
zer, besonders bevorzugt um ein vernetzendes RTV- 
Silikonolgemisch aus Dimethyl siloxan mit endstandigen 
5 Hydroxy Igruppen und Trimethylsiloxan sowie 5-10 % Me- 

thyltrimethoxysiloxan als Vernetzer, ganz besonders be- 
vorzugt um ein vernetzendes RTV-Silikonolgemisch aus Di- 
methylsiloxan mit endstandigen Hydoxylgruppen und Tri- 
methylsiloxan sowie 5-10 % Methyl trimethoxysiloxan als 
10 Vernetzer, wobei das vernetzende RTV-Silikonolgemisch aus 

Dimethylsiloxan mit endstandigen Hydroxylgruppen und Tri- 
methylsiloxan sowie 5-10 % Methyl trimethoxysiloxan als 
Vernetzer eine Viskositat kleiner oder gleich 28.000 cSt 
besitzt . 

15 

12. Verfahren gemaS einem der Anspruche 2 bis 11, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Silikondichtung fur 2 bis 6 
Stunden bei Raumtemperatur ausgehartet wird, bevorzugt, 
besonders bevorzugt fur 3 bis 5 Stunden bei Raumtempera- 
20 tur, ganz besonders bevorzugt fur 4 Stunden bei Raumtem- 

peratur . 



13. Verfahren gemafc einem der Anspruche 2 bis 12, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Silikondichtung in feuchter War- 

25 me bei 40-80 °C ausgehartet wird, bevorzugt fur 0,5-4 

Stunden bei 50-70 °C, besonders bevorzugt fur 45-75 min 
bei 55-65 °C. 

14 . Verfahren zur Herstellung einer Mikrosonde zur Messung 
3 0 von Gaskonzentrationen unter Verwendung einer Dichtung 

gemafi Anspruch 1, gekennzeichnet durch folgende Schritte: 
1. Herstellung der Dichtung gemaE einem der Anspruche 2 
bis 13, wobei die Glas-Mikropipette nach dem Heraus- 
ziehen aus dem vernetzenden Silikonol gemaJS Verfah- 
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rensschritt 5 nach Anspruch 2 im Falle des Erreichens 
des gewunschten Vernetzungsgrades gemaS Verf ahrens- 
schritt 6 nach Anspruch 2 zunachst mit einer Enzymlo- 
sung dotiert wird und die Dichtung anschlieSend gemci& 
5 Verf ahrensschritt 7 nach Anspruch 2 ausgehartet wird 

2 . Befullen einer zweiten Glas-Mikropipette mit einer L6- 
sung aus einem Protonen-sensitiven Cocktail und einera 
f lussigem Polymer, wobei das Befullen von der der 
Spitze abgewandten Seite der Glas-Mikropipette erfolgt 
10 3 . Ausharten des Gemisches aus Protonen-sensitivem Cock- 

tail und Polymer, so dass sich die Spitze der Pipette 
verschliefit 

4 . Uberschichten des ausgeharteten Gemisches mit Proto- 
nen-sensitivem Cocktail und einem Ref erenzpuf f er 
15 5. Einfuhren einer Arbeitselektrode in die zweite Glas- 

Mikropipette 

6. Einfuhren einer Ref erenzelektrode in die erste Glas- 
Mikropipette 

7 . Spitze der zweiten Glas-Mikropipette unter Wahrung ei- 

2 0 nes Abstandes zwischen der Spitze der zweiten Glas- 

Mikropipette und der Silikondichtung in die erste 
Glas-Mikropipette schieben 
8. beide Glas-Mikropipetten durch Kleber aneinander be- 
f estigen 

25 

15. Verfahren zur Herstellung einer Mikrosonde zur Messung 

von Gaskonzentrationen gemafi Anspruch 14 unter Verwendung 
einer Dichtung gemafi Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , 
dass auf den Einbau der Arbeitselektrode gemaS Verfah- 

3 0 rensschritt 5 nach Anspruch 14 verzichtet wird und statt- 

dessen nach der Befestigung der beiden Glas-Mikropipetten 
durch Kleber gema£ Verf ahrensschritt 8 nach Anspruch 14 
das hintere Ende der zweiten Glas-Mikropipette mit einem 
konventionellen Elektrodenhalter verbunden wird, wobei 
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der Elektrodenhalter eine Elektrode aus einem Metall und 
einem Salz dieses Metalls enthalt. 

16. Verfahren zur Herstellung einer Mikrosonde zur Messung 
5 von Gaskonzentrationen gemaS Anspruch 15 unter Verwendung 

einer Dichtung gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , 
dass die Elektrode aus einem Silber-Silberchlorid- 
Plattchen besteht, das in Kunststoff gefasst ist. 

10 17. Verfahren zur Herstellung einer Mikrosonde zur Messung 
von Gaskonzentrationen gemaS einem der Anspruche 14 bis 
16, dadurch gekennzeichnet, dass es sich bei dem Enzyni um 
Carboanhydrase handelt. 

15 18. Verfahren zur Herstellung einer Mikrosonde zur Messung 

von Gaskonzentrationen geraafi Anspruch 17, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass dem Enzym ein Oxidat ions s chut z zugesetzt 
wird, bevorzugt ein Oxidationsschutz aus der Gruppe As- 
corbinsaure, Glutathion, Catechine, Benzoesaure, Rosma- 

20 rinsaure, besonders bevorzugt Ascorbinsaure . 

19. Verfahren zur Herstellung einer Mikrosonde zur Messung 
von Gaskonzentrationen gemafi einem der Anspruche 14 bis 
18, dadurch gekennzeichnet, dass es sich bei den Elektro- 

25 den um nicht toxische Elektroden handelt, bevorzugt um 

Silber-Silberchlorid-Elektroden. 

20. Verwendung einer Dichtung in einer Mikrosonde gema£ einem 
der Anspruche 14 bis 19, dadurch gekennzeichnet, dass die 

3 0 Mikrosonde fur Messungen von Gasen aus der Gruppe Kohl en - 

dioxid, Ammoniak und Sauerstoff , bevorzugt fur die Mes- 
sung von Kohlendioxid, verwendet wird. 





WO 2004/020990 



PCT/DE2003/002777 



25 



21. Verwendung einer Dichtung in einer Mikrosonde gemaS einem 
der Anspruche 14 bis 20 , dadurch gekennzeichnet , dass die 
Mikrosonde fur Untersuchungen von biologischen Systemen 
eingesetzt wird. 

5 

22. Verwendung einer Dichtung in einer Mikrosonde gemafi 



Anspruch 21, dadurch gekennzeichnet, dass die Mikrosonde 
fur Untersuchungen von Gasen in phytophysiologischen Sys- 
temen eingesetzt wird, bevorzugt fur die Messung der 



10 



Zellatmung, besonders bevorzugt fur die Messung von Koh- 
lendioxid und/oder NH 3 in Pf lanzenblattern, ganz beson- 



ders bevorzugt fur hoch auf losende Kohlendioxid- und/oder 
NH 3 - Me s sung en an einzelnen Stomata von Pf lanzenblattern. 



15 
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